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摘要: 目的 了解福州市 2010 年甲型 H lN1 流感病毒 HA 基因的突变和分子进化。方法 采用 RT PCR 技术扩增
流感病毒 A/ Fuzhou/ 2/ 2010( H 1N1)血凝素 HA 基因, 测定核苷酸序列, 用 Clus ta lX 1. 83 软件进行序列比对, 用 Bi
oedit 软件的 ClustaW 程序进行序列同源性分析,用 Mega 5. 0 软件以邻位相连算法( N J)构建系统进化树。结果 福
州市 2010 年甲型 H lN1 流感分离株 A/ Fuzhou/ 2/ 2010( H1N1)与福州市 2009 年首例甲型 H lN1 流感病毒株 HA 基
因同源性为 98. 9% , 与疫苗参考株 A/ California/ 07/ 2009 H A 基因同源性为 98. 5% ; H A1 区段有 11 个位点发生改
变。结论 福州市 2010 年甲型 H lN1 流感病毒血凝素虽然个别氨基酸位点发生了突变,但在抗原决定簇位点的氨基
酸并没有发生变化,未出现具有显著意义的抗原漂移。
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引起 2009 年流感大流行的是一种新型甲型 H 1N1 流感
病毒,它包含有猪流感、禽流感和人流感 3 种基因片段。甲型
流感病毒表面的血凝素蛋白( H A )是流感病毒的重要抗原,
其氨基酸序列的改变可导致抗原变异; HA 也是流感疫苗的
主要组成部分。甲型流感病毒 HA 与宿主细胞表面受体的
结合是感染发生的关键一步。因此加强新型甲型 H lN1 流感
病毒监测,及时发现具有流行病学意义的变异株很有必要。
我市流感监测网络实验室 2009 2011 年流感监测哨点
医院甲型 H 1N1 核酸阳性标本检出时间分布显示: 2009 年 5
月发现首例输入性甲型 H 1N1 病例, 至 2010 年 1 月间甲型
H1N1 流行强度较高; 2010 年 2~ 4 月强度明显减弱, 5~ 7 月
未监测到阳性病例, 8~ 11 月又出现散发病例, 12 月底起流行
又显著变强。为了解我市 2010 年底再次发生甲型 H 1N1 流
感流行的毒株 HA 基因变异特点,本文选择 2010 年 12 月底
病例分离株 A/ Fuzhou/ 2/ 2010( H 1N1)进行 HA 基因测序,
结果报告如下:
1 材料与方法
1. 1 标本来源 分离株来自福州市流感监测网络实验室
2010 年底从哨点医院采集的咽拭子标本, 经 Real time PCR
检测甲型 H1N1 流感病毒核酸阳性,采用狗肾传代细胞培养
分离病毒,经国家流感中心鉴定确认。
1. 2 RNA 提取 使用德国 QIAGEN 公司的 QIAamp V irus
RNA Mini Kit Hankbook 所提供的方法提取病毒核酸。
1. 3 RT PCR HA 两对引物由 Inv itr og en 公司合成。反应
体系( 25 L) : 5 buffer 5 L , dNTP( 25 mM) 1 L , Rnase in
hibit ior 0. 1 L, Enzyme M ix 1 L , 上下游引物各 0. 5 L ,
RNase F ree Water 12 L, RNA 模板 5 L。反应条件: 60
1 min; 42 10 min; 50 40 min; 95 15 min; 94 30 s,
50 30 s, 72 1 min, 35 次循环 ; 72 10 min。产物置于
- 20 保存备用。
1. 4 纯化及序列测定 RT PCR 产物 50 L 送 TaKaRa(大
连宝生物公司)纯化和测序。
1. 5 基因序列分析及同源性比对 从 NCBI GenBanK 选择
12 条序列,使用 Clustal X 1. 83 进行序列比对。用 Mega 5. 0
软件以邻位相连法( N J)构建进化树。标准参照毒株为WHO
提供的疫苗株 A/ Califo rnia/ 07/ 2009( H 1N1)。其它用于参比
的代 表 株有: GQ288372 ( A/ Fuzhou/ 01/ 2009 ( H1N1 ) ) ,
F J969540 ( A / California/ 07/ 2009 ( H1N1 ) ) , CY063803 ( A /
Singapo re/ ON2193/ 2009( H1N1) ) , CY083942( A / San D iego /
INS194/ 2009 ( H 1N1) ) , CY062867 ( A / A thens/ INS160/ 2009
( H1N1) ) , CY063099( A / California/ VRDL91/ 2009( H 1N1) ) ,
CY081580( A/ Beijing / 3872/ 2010 ( H 1N1) ) , H Q712173 ( A /
Karaj/ 5327/ 2010 ( H 1N1 ) ) , HQ891281 ( A/ V ladivist ok/ 7/
2010( H 1N1) ) , JF500442 ( A / T ehran/ 5963/ 2010 ( H 1N1 ) ) ,
JF500448( A/ Karaj/ 6072/ 2010( H 1N1) ) , CY081591( A/ Bei
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jing/ 3907/ 2010( H 1N1) )。
2 结果
2. 1 PCR 产物测序结果 RT PCR 的 2 个产物经电泳凝胶
成像结果与设计相符,见图 1。克隆产物经测序, 用 DNAStar
中的 SeqMan 进行拼接, 得到长 1 701 bp 的完整的血凝素基
因( Genbank Accession Number : JF719758)。
2. 2 H A 基因序列分析 利用HA基因的核苷酸序列推导出
其氨基酸序列, 与我市首例甲流病毒株 A/ Fuzhou/ 1/ 2009
( H1N1)对比,氨基酸序列在 84, 143, 153, 184, 190, 197 位点发
生改变。与疫苗株 A/ Califo rnia/ 07/ 2009( H1N1)比对, 氨基酸
序列在 83( P> S)、84( S> M )、143( S> G)、153( K> E)、184( S>
T )、190( S> R)、197( A> T )、203( S> T )、321( I> V)、374( E>
K)、451( S> N)、483( T> N)位点发生改变,但 HA 抗原决定簇
位点未出现变异,见图 2( 1~ 17 位为信号肽)。
图 1 RT PCR产物电泳凝胶结果
图 2 2010年底分离株与 A/ Fuzhou/ 1/ 2009( H 1N1)及 A/ Califo rnia/ 07/ 2009( H 1N1)氨基酸序列比对
2. 3 同源性比对及进化树 福州市 2010 年甲型 H lN1 流感
分离株 HA 基因与 2009 年首例甲型 HlN1 流感病毒株同源
性为 98. 5% ,与疫苗株参考株 A/ California/ 07/ 2009( H 1N1)
同源性 98. 5% ,与 2010年 6 株甲型 H lN1 流感病毒株同源性
均在 99%以上。从进化树上可以观察到与伊朗的 2 株毒株
进化距离最近,此外 2010 年 H 1N1 的HA 序列聚成一个大类
群,而 2009年聚成另一个类群,见图 3。
3 讨论
福州市首例甲型 H 1N1 流感病毒于 2009 年 5 月检出以
来,至 2010年 12 月福州地区确诊病例超过 1 500 例。但其
间流行强度并不一致, 特别是 2010 年 5~ 7 月间未监测到甲
型 H1N1阳性病例, 而 8~ 11 月开始又出现散发流行, 12 月





本次测定毒株与福州市首例甲流病毒株 A/ Fuzhou/ 1/
2009( H1N1)比对, H A 氨基酸序列在 9 个位点发生改变, 其
中 6个位点在 HA1 区, 3 个在 HA2 区;与疫苗株 A/ Califor
nia/ 07/ 2009( H 1N1)进行比对, 有 12 个位点发生改变, 其中 9
个位点在 HA1 区, 3 个在 HA2 区。结果表明 HA1 区比
HA2区具有更高的变异率,与相关研究报道一致[ 1]。该毒株
虽然 HA 变异位点较多, 但都不在已知的抗原位点上 , 因此
这些突变还不会影响抗原性的改变, 未出现具有流行病学意
义的抗原漂移。一般认为流感病毒在发生抗原漂移产生变异
株的过程中, H A 变异至少要涉及 4 个氨基酸的变化, 且要分
布在 2 个以上的抗原决定簇上[ 2]。进一步分析 HA 的裂解位
点序列为 PSIQSR GLFGAI,与典型 H1N1 亚型病毒在 HA
切割位点处的氨基酸序列相一致, 尚未出现高致病性毒株的
分子特征( RXR/ KR GLF)。
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图 3 福州市甲型 H 1N1 流感病毒株(登录号 JF719758) H A 基因种系进化树
此次同源性比对检测显示,福州甲型 H 1N1 流感病毒血
凝素基因变异呈逐步量变累积过程。从进化树上可以观察到
2010 年 H 1N1 的 HA 序列聚成一个大类群, 而 2009 年聚成
另一个类群。据本实验室先前对 2009 年福州首例甲流病毒
株 A/ Fuzhou/ 1/ 2009 ( H1N1 ) 及 1 例死亡病例毒株 A/
Fuzhou/ 721/ 2009( H1N1)进行的血凝素基因 HA1 氨基酸序
列分析结果: H A1区氨基酸序列完全相同, 提示福州前后两
次流行高峰毒株 HA 基因出现变异, 随着时间的推移, 其病
毒的 HA 在逐步发生抗原漂移。本次仅对 1 株 2010 年流行
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摘要: 目的 了解福建省地方性氟中毒病区现状。方法 用分层整群抽样法从全省 36 个地氟病区县抽取 11 个病区
县,每县抽 3 个村为调查点, 每个调查点测定饮用水氟含量、检查 8~ 12 岁儿童氟斑牙患病率, 对 16 岁及以上成人进
行氟骨症普查,并对临床疑似氟骨症患者进行 X线拍片。结果 33 个病区村饮水氟含量均值均< 1. 0 mg / L , 共检出
8~ 12 岁儿童氟斑牙病例 37 例,氟斑牙检出率为 5. 1% , 除改水工程报废的长泰县儿童氟斑牙流行强度为流行边缘
外,其它监测县儿童氟斑牙流行强度为阴性, X 线氟骨症检出率 19. 0% ( 24/ 126)。结论 饮水型地方性氟中毒病区
实施改水降氟措施效果显著。
关键词: 饮用水卫生; 氟中毒; 改水降氟; 氟骨症
中图分类号: R 123; R 599 文献标志码: B 文章编号: 1007 2705( 2011) 03 0026 02
我省 9 个地(市) 84 个县(市、区)中, 共查出 36 个县(市、
区)属于饮水型地方性氟中毒病区。为掌握实施改水降氟措
施后地氟病区现状, 2009年 4 月至 10 月, 省疾控中心按照国
家 项目管理方案 、项目技术方案 和 2009 年福建省地方
病防治项目管理方案 的要求 ,对地氟病区开展监测工作, 现
将结果分析如下。
1 材料和方法




1. 2 调查内容与指标 以自然村为单位, 调查改水工程运转
情况、饮水氟含量、儿童氟斑牙患病率、氟斑牙流行强度及成
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